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 مقاله پژوهشي 

د یزان تولی)، بر مTLR يهاستیآگون( عنوانبه دیاسکیلیتدیبوسیریپلو  دیساکاریپوپلیلر یتأث
  مال موشیمزانش يادیبن يهاسلولتوسط  شدهفعال T يهاسلولس در یالقاء آپوپتوز دویاکساکیترین

  

  ٤رژينوروز دل ،3يچتوکمهر يام ،2ي، احمد مرشد1٭موالو يمحمدن يرام
 

  29/08/1394رش یخ پذیتار 25/06/1394افت یخ دریتار
  

  دهيچک
ن یا یضدالتهابا ی یالتهابشیپ يمای. سگردندیم یو چندتوان معرف سازخونر یغ سازشیپبالغ  يهاسلولمال، یمزانش ـ يادیبن يهاسـلول  :و هدف نهيزمشيپ

 کیلیدیتیبوسیریپلو  دیساکاریپوپلیلر یتأث ی. هدف پژوهش حاضر بررسگرددیمشبه تول خاص ظاهر  يهارندهیگبا فعال شدن  یمنیا يهاپاسخدر  هاسـلول 
   ن دو است.یو ارتباط ا شدهفعال T يهاسلولس در یو القاء آپوپتوز دیاکساکیتریند یزان تولیون بر میمختلف انکوباس يهازمانمختلف و  يهاغلظتدر  دیاس

 يداسازک جیپلاست یمال به روش چسبندگیمزانش يهاسلوله و یته یون سلولینگ، سوسپانسیبه روش فلاش یندرشتران و  يهااستخوان: از کار روشمواد و 
) تریلیلیمنانوگرم بر  20و  10( LPS)، تریلیلیمکروگرم بر یک و پنج می( TLR ،Poly: IC يهاستیآگونبا  هاسلول، هاسلول درصد 70 یشدند. پس از بارآمدگ

ــاعت ت 12ک و ی ي) در دو زمان مجزاLP) (تریلیلیمنانوگرم بر  LPS 10و  تریلیلیمکروگرم بر یک می Poly: ICنه (یکم یبیو غلظت ترک ــدند. یسـ مار شـ
-ومیدیاورنج/پروپ-نیدیاکر يزیآمرنگ يتومتریفلوسا، با روش  Tيهاسلولس یده شد. درصد آپوپتوزیس سنجی، با روش گرهاسلول یع روئیما دیاکسـا کیترین
  د.یگرد يریگاندازهد یدایآ
. دینمایمساعت) اعمال  12و پس از گذشت  تریلیلیمکروگرم بر یک مین (ییس را در غلظت پایزان آپوپتوزین میشتریب Poly: ICنشان داد که  هاافتهی: هاافتهي

). P<0.05ون به دست آمد (یک ساعت) انکوباسیو  تریلیلیمنانوگرم بر  20در غلظت بالا ( LPSمار با یدر ت T يهاسلولس یزان آپوپتوزین میشتریب کهیدرحال
  .باشدیم دیاکساکیتریند یدر ارتباط با تول T يهاسلولس یزان آپوپتوزیش مین افزایهمچن

در  یلفاثرات مخت تواندیمبا آن  يادیبن يهاسلولمار یست و زمان تیغلظت آگون جه گرفت کهینت توانیم آمدهدسـت بهج ی: بر اسـاس نتا يريگجهيبحث و نت
  ها داشته باشد.MSC يت آپوپتوزیو فعال دیاکساکیتریند یتول
  .T يهاسلول، Poly: IC، دیساکاریپوپلیل، آپوپتوز، TLRست، یمال، آگونیمزانش يادیبن يهاسلول ها:دواژهيکل
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  مقدمه
چندتوان  سازشیپ يهاسلول، یمیمزانش يادیبن يهاسلول

 یاسکلت يهابافتر یساکن در مغز استخوان و سا سازرخونیغ
و رشد  يسهولت در جداساز هاسلولن یشاخص ا یژگی. وباشندیم

همواره  کهیدرحال. باشدیم یشگاهیط آزمایدر شرا هاآنع یسر
ر ین خود امکان تکثیکه ا کنندیمخود را حفظ  يزیل تمایپتانس

                                                             
  کارشناس ارشد، گروه ميکروبيولوژي، دانشکده دامپزشکي، دانشگاه اروميه (نويسنده مسئول) ١
  دانشيار، گروه ميکروبيولوژي، دانشکده دامپزشکي، دانشگاه اروميه ٢
  شناسي، دانشکده دامپزشکي، دانشگاه اروميهيباکتراستاديار، گروه ميکروبيولوژي، بخش  ٣
   دانشيار، گروه ميکروبيولوژي، دانشکده دامپزشکي، دانشگاه اروميه ٤

اد و مناسب جهت اهداف یر زیرا در مقاد هاسلولن یا یشگاهیآزما
ل یعدت يهالیپتانست یکه تقو رسدیمنظر . بهسازدیمفراهم  یدرمان

زودرس  يهارندهیگبا مداخله در  يهاسلولن یا یمنیا سرکوب ای
 تواندیم یشگاهیط آزمایدر شرا هاسلولن یدر سطح ا شدهانیب

 ریمن نظیخودا يهايماریبدر درمان  ياشدهتیتقو یکاربرد درمان



 ۱۳۹۴ دي، ۱۰، شماره ۲۶دوره   ي اروميهمجله پزشک
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ا ی I3ابت نوع ی، د2دید آرتری، روماتوئ1سیپل اسکلروزیمالت
 يادیبن يهاسلول). 1-3داشته باشد ( یتیاد حساسیازد يهاواکنش

مثل استخوان،  یمیمزانش منشأبا  يهابافت میدرترم یمیمزانش
ن یو البته ا کنندیمشرکت  یچه، تاندون و چربیغضروف، ماه

 سازخون يهاسلول يبرا کنندهتیحما يهاسلول عنوانبه هاسلول
در جوندگان، از  هاسلولن ی). ا4ز هستند (یدر مغز استخوان ن

 گرددیم يآورجمعو ران  یندرشت يهااستخوانز یافید يهابخش
)5 .(4TLR در سطح  شدهانیبزودرس  یمنیا يهارندهیگاز  یکیها

ر ییغا تیل یکه قادر به تعد باشندیم یمیمزانش يادیبن يهاسلول
راً مشخص شده است که یو اخ شودیم هاسلولن یت ایفعال

 یمیمزانش يادیبن يهاسلولژه در سطح یو يهاTLR يسازفعال
ا ی MSC1 یالتهابشیپپ یرا به سمت فنوت هاسلولن یا تواندیم

که  دهندیمگر نشان یت کند. مطالعات دیهدا MSC2 یضدالتهاب
 یمنیا کنندهلیتعد يمهاجرت، تهاجم و ترشح فاکتورها يهایژگیو
 يهاستیآگون يریر درگیتحت تأث يمؤثر طوربه هاسلولن یا

 يو عملکرد ی). به لحاظ ساختمان3( باشدیمها TLR یاختصاص
TLR ،پ یغشاءگذر ت يهانیکوپروتئیگلهاI ک یکه  باشندیم

ک منطقه داخل ین و یلوس يتکرارهااز  یغن ین خارج سلولیدوم
ق تعامل یدارند و از طر 5TIR يوارونه انتها يتکرارها يحاو یسلول

در داخل سلول منجر به  TIRن یدوم يحاو يهامولکولبا آداپتور 
مختلف  يبردارنسخه ياز القاء فاکتورها يفعال شدن آبشار

  است. 6LPS ییشناسا یرسپتور اصل TLR4). 6( گردندیم
MD-2 یاست که به بخش خارج سلول یمولکول TLR4  متصل

بر سطح  معمولاً TLR4. دهدیمش یرا افزا LPSشده و پاسخ به 
افت ی يدر گلژ MD-2فاقد  يهاموش، اما در شودیمسلول ظاهر 

 یینها يریگشکل يبرا MD-2 رسدیم. لذا به نظر شودیم
 یسلول يولوژیزی). آپوپتوز مرگ ف6است ( يضرور TLRساختمان 

، دهیدبیآسر، یپ يهاسلولسبب حذف  یعیط طبیاست که در شرا
ست. ا يضرور یتکامل و هوموستاز بافت يو برا شودیمو مضر  یاضاف

 يهاتیلنفوسز حذف یو ن یبافت يو نوساز میدرترمآپوپتوز 
اختلال در روند آپوپتوز، منجر به  هرگونهنقش دارد.  گرخودواکنش

ه باشد ک یاز کاهش مرگ سلول یناش تواندیمکه  شودیم يماریب
 یمنیو اختلالات خودا یسرطان يهاسلولجاد و رشد یمنجر به ا

 يهاسلول یمنیسرکوب ا يهايتوانمنداز  یکی). 7( گرددیم

                                                             
1 Multiple sclerosis 
2 Rheumatoid arthritis 
3 Type 1 diabetes 
4 Tool Like receptors 
5 Terminal inverted repeats 

 يهالولسس در یت القاء آپوپتوزیمال مربوط به قابلیمزانش يادیبن
T منیخودا يهايماریبمار یآن در ت ییکه کارا باشدیم شدهفعال 

ن اعمال یت باشد. ایار حائز اهمیبس تواندیم T يهاسلول باواسطه
انجام  NOد یق تولیاز طر مال موشیمزانش يادیبن يهاسلولاثر در 

 يادیبن يهاسلولتوسط  T يهاسلولاد ی. مهار ازدردیپذیم
و ترشح عوامل محلول باشد  هاسلولن یل کنش بیبه دل یمیمزانش

 رغمیعل، یو موش یانسان یمیمزانش يادیبن يهاسلولن ی). همچن8(
 يموجب بقا توانندیم، Tر سلول یتکث يرو هاآن يگراثر سرکوب

 یکیتحرشیبجه ینت توانیمن اثر را یز بشوند. این T يهاسلول
7TCRا آپوپتوز وابستهیت یالقاء شده از فعال ی، تحمل مرگ سلول 

ر یأثت تواندیمن تفاوت یا يح آشکار برایدانست. توض 8Fas/Faslبه 
) یو ضد مرگ سلول یم سلولی(احتمالاً مرتبط با تقس یطیعوامل مح

 روشیپ). در مطالعه 9باشد ( یمیمزانش يادیبن يهاسلولبر عملکرد 
با  TLR3 (Poly: IC) ،TLR4 (LPS) يهاستیآگونبا استفاده از 

ک یون مختلف اقدام به تحریانکوباس يهازمانر مختلف و در یمقاد
 ير آن بر رویکرده و تأث (muMSCs) یمال موشیمزانش يهاسلول

 NOد یزان تولی، مشدهفعال T يهاسلولس در یالقاء آپوپتوز ییتوانا
  قرار خواهد گرفت. یموردبررسن دو ین ایو ارتباط ب

  
  مواد و روش کار

  مال:یمزانش يادیبن يهاسلولو کشت  يجداساز
ــکده  Clean Roomن مطـالعه در  یا ــتیزپژوهشـ  يفناورسـ

با سه تکرار مجزا انجام  1390 اسفندماهتا  آذرماهه، از یدانشگاه اروم
با  ید معمولیسف يسـر موش سور  40ن پژوهش تعداد یشـد. در ا 

ــن  و  يگرم از مرکز نگهدار 25±5 ین وزنیانگیهفتـه و م  6-8سـ
ه، یدانشگاه اروم یدانشکده دامپزشک یشـگاه یوانات آزمایپرورش ح

-Alfasan(  9نیاز کتام یبیق ترکیپس از تزر موشد. یه گردی ـته
ــد5ن یهلنـد) (کتام -Alfasan( 10نیلازیاز-هلنـد)  با غلظت  درصـ

mg/kg1 با غلظت  درصد2ن یلازیو زاmg/kg5/0یهوشی) تحت ب 
ک، اســتخوان ران یط آسـپت یقرار گرفت. سـپس تحت شـرا   یعموم

از مفصل استخوان لگن جدا شد  یندرشتموش به همراه استخوان 
ن دو اسـتخوان از محل مفصل استخوان ران به استخوان  یتاً ایو نها

نگ انجام یجدا شد. استخراج مغز استخوان با روش فلاش یندرشت
با سرعت  آمدهدستبه یون سـلول ی). سـوسـپانس ـ  27و  15د (یگرد

6 Lipopolysaccharide 
7 T cell receptor 
8 Fas-ligand 
9 Ketamine Hydrochloride 
10 Xylazine 
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درجــه  14 يقـه در دمـا  یدق 10قـه بــه مـدت   یدور در دق 1200
 بودنزندهان زین تعداد و مییوژ شد. جهت تعیفیسـانتر  گرادیسـانت 

پان بلو یتر درصد 4/0( 1پان بلویبا تر يزیآمرنگبه روش  هاسـلول 
 1×610قرار گرفت. تعداد  یموردبررسلام نئوبار  ي) بر رو2PBSدر 

3DMED )-Sigmaط کشت یدر مح تریلیلیمهر  يسـلول به ازا 

Aldrich-همراه با یآمر (4درصد  10کاFBS )Gibco-ه یکا) تهیآمر
 37کانادا) منتقل و در دما -2T20 cm )Jetbiofilشد و به فلاسک 

  انکوبه شد. 2Coدرصد  5درجه با 
ســاعت بعد از کشــت،    12کشــت،  يهاطیمحض ین تعویاول

 ریغ يهاسلولت یط کشت اکثریض محین تعویصـورت گرفت. با ا 
ذف ح یمیمزانش يادیبن يهاسلولن یشده در ب نینشتهچسـبنده  
 يهاسلول، غلظت تعداد شدهکشت يهاسلولجه به نوع شدند. با تو
 صورتبه هاسلولکشت  يهاطیمح، زرد شدن هافلاسکموجود در 

ــدن مورفولوژ  یمح pH(کاهش  یتجرب ــب ش ــت و نامناس  يط کش
ــلول ــله هر هاس ــت یمح بارکیروز  2~3) به فاص ــلولط کش  هاس

) 60-70پس از کشت، پاساژ سوم، ( 7~10ض شـدند. در روز  یتعو
  مشاهده شد. هافلاسکدر  یبارآمدگ درصد

  TLR: يهاستیآگونمال با یمزانش يادیبن يهاسلولمار یت
-Sigma( (Poly: IC) دیاسکیلیتدیبوسیریپل يهاستیآگون

Aldrich-ــاکاریپوپلیلکا) و یآمر -Sigma-Aldrich( (LPS) دیس
 هافلاسک، داخل شدهکشت یمیمزانش يادیبن يهاسلولکا) با یآمر
کروگرم بر یو پنج م تریلیلیمکروگرم بر یک میــ يهــاغلظــتدر 

و  تریلیلیمنانوگرم بر  10 يهاغلظتو  Poly: IC يبرا تریلیلیم
ک ینه (یکم یبیو غلظت ترک LPS يبرا تریلیلیمنـانوگرم بر   20

 تریلیلیمنـانوگرم بر   10و  Poly: IC يبرا تریلیلیمکروگرم بر یم
ــاعت مجاورســاز  12ک و ی يهازماندر  LPS ((LP) يبرا و  يس

  ).3انکوبه شدند (
 يس و مجاورســـازیبا تســـت گر دیاکســـاکیترین يریگاندازه

  T: يهاسلولمال با یمزانش يادیبن يهاسلول
ــلولمـار  یپس از ت ــ يادی ـبن يهـا سـ  یع روئیمال، مایمزانشـ

 °C يعاً به تانک ازت با دمایسر ذکرشده يهازماندر  شدهبرداشته
شت ک یع روئیدر ما دیاکساکیترین يریگاندازهمنتقل شـد.   196-

ع یرل سیه تبدین روش بر پاید. ایس انجام گردیسـلول به روش گر 
ن اســاس ی. بر اباشــدیمت یتریدار نیبات پایبه ترک دیاکســاکیترین
که با  شـــودیم 2HNOل به یتبد يدیط اســـیک محیت در یترین

                                                             
1 Trypan blue 
2 Phosphate Buffered Saline 
3 Dulbeccos Modified Eagle Medium 
4 Fetal bovin serum 

ــولفـان  ــازدیموم را یازنید، نمک دیلامیسـ ب یترک 5NEDکه با  سـ
نانومتر  540 موجطولبا  يحاصل در جذب نور ی. ماده رنگشودیم

سـاخت کشور   STATFax3200(مدل  6ELISA Readerتوسـط 
ــد و مقاد يریگاندازهکا) یآمر ــتاندارد  یر با منحنیش ــدههیتهاس  ش

  ).10(دند یمحاسبه گرد
  طحال موش: يهاسلول يجداساز

ق یاز طحال موش به دست آمد. موش پس از تزر T يهاسلول
هلنــد) -Alfasanن (یلازیزا-هلنـد) -Alfasanن (یاز کتـام  یبیترک

با غلظت  درصــد2ن یلازیو زا mg/kg1با غلظت درصــد 5ن ی(کتام
mg/kg5/0 ــی) تحـت ب ــرا یعموم یهوشـ ط یقرار گرفت. تحت شـ

قرار داده شد  DMEM يت حاویو در پل يجداسازل، طحال یاستر
 طورهبل یسـتون سـرنگ استر  یبا اسـتفاده از پ  یکیو به روش مکان

 400با سرعت  آمدهدستبه یون سلولید. سـوسـپانس  یکامل له گرد
ــانتدرجه  14 يقه در دمایدق 5قـه بـه مدت   یدور در دق  گرادیسـ

ــانتر ــد. در ایفیسـ به مجموعه  یکول بـه آرام ین مرحلـه فـا  یوژ شـ
قه به مدت یدور در دق 800اضافه و با سرعت  یون سلولیسوسپانس

ــانتدرجـه   14قـه در دمـا   یدق 20 ــانتر گرادیسـ د. ی ـوژ گردیفیسـ
کول و یطحال که در حدفاصــل محلول فا ياهســتهتک يهاســلول

 یه آرامپت پاستور بیواقع شده بودند، توسط پ یون سلولیسوسپانس
طحال  ياهستهتک يهاسلولکول، یفا حذف منظوربهو  يآورجمع
قه به یدور در دق 800مخلوط و با سرعت  DMEMط کشت یبا مح
ــانتریدق 20مدت  ط یحاصــل با مح يهاســلولوژ شــدند. یفیقه س

با سرعت  پلاکتحذف  منظوربهن بار یمخلوط و ا DMEMکشـت  
). در 11دند (یوژ گردیفیقه ســانتریدق 10قه به مدت یدور دق 800

به دسـت   ياهسـته تک يهاسـلول زان زنده بودن یتعداد و مت ینها
 2د. هر ن شییو لام نئوبار تع یپان بلو آبیآمده با استفاده از رنگ تر

کروگرم بر یم 10با  T يهاســـلول يط کشـــت حاویمح تریلیلیم
ــده به -Gibcoن (ینیتوهماگلوتیف تریلیلیم ــتان) افزوده شـ انگلسـ

 يهافلاســکســاعت  72ت به مدت یدند. در نهایک گردیتحر هاآن
ــلول( يحـاو  ــ يادیبن يهاسـ ــده با  يماریت یمیمزانشـ مجاور شـ

، درصد5با غلظت  C 37°در انکوباتور ی) به صورت افقT يهاسلول
2CO  يهاسلول ير انفجاریانکوبه شـدند. به علت تکث T  به واسطه
7PHA   ساعت  12، هاسلولط کشـت توسط  یو مصـرف شـدن مح

ض ی، اقدام به تعویمیمزانش يادیبن يهاسلولبا  يبعد از مجاورساز
  شد.  هافلاسکط کشت یمح

5 N-1napthylethylenediamine dihydrochloride 
6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
7 Phytohaemoaglutinin 
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  :يتومتریسنجش آپوپتوز با فلوسا
ــلولجهت انجام ســـنجش آپوپتوز در  ــتگاه  T يهاسـ از دسـ

 Flow Max] افزارنرمآلمان) و -DAKO] )Partec يتومتریفلوسا
ــاعت  72ب که پس از ین ترتیاســتفاده شــد. به ا  T يهاســلولس

و به  يآورجمعمال یمزانش يادیبن يهاسلول یع روئیموجود در ما
 610دند. تعداد یوژ گردیفیسانتر rpm 1400قه با دوریدق 10مدت 

ــلول  1×  تر یکرولیم 2د و یمنتقل گرد هافـالکون بـه داخـل    Tسـ
افزوده شــد  هاآنآلمان) به -Anti-CD3 )eBioscience يبادیآنت

ــانتدرجه  4 يو در دما یکیقه در تاریدق 30و بـه مدت    گرادیسـ
 AO)1(اورنج -نیدیتر رنگ اکریکرولیم 10دند. سپس یانکوبه گرد

 تیدند و در نهایقه انکوبه گردیدق 20افزوده شد و به مدت  هاآنبه 
به هر نمونه  PI)2(د یدایآ-ومیدی ـتر پروپیکرولیپس از افزودن دو م

ــا  ــتگاه فلوس ــط دس ــلولزان آپوپتوز در یم يتومتریتوس  T يهاس
  ).8د (یگرد يریگاندازه

  :هاداده يز آماریآنال

 19نسخه  SPSS يآمار افزارنرماز  هاداده يآمار یجهت بررس
 افزارنرمتوسط  یفیتوص يم نمودارهاید. پس از ترسیاسـتفاده گرد 

Microsoft Excel  کنترل 2007نسخه ،outlayer ها، نرمال بودن
 Oneک طرفه یانس یوار آزموناز  هاانسیوارع و همگن بودن یتوز

Way ANOWA حیو تصح Bonfferoni  .استفاده شد  
P <0.05 در نظر گرفته  يآمار داریمعنسطح اختلاف  عنوانبه

  د.یگزارش گرد (Mean±SEM)به صورت  هادادهشد. 
  

  هاافتهی
  مال:یمزانش يادیبن يهاسلول يمورفولوژ یبررس
مال در یمزانش يادیبن يهاسلولنشانگر  1ر شکل یتصاو

. در روز اول باشدیمروز اول، روز هفتم و بعد از پاساژ  يهازمان
گر یط کشت به همراه دیمال در محیمزانش يادیبن يهاسلول
 دنیت پس از رسیکه در نها شوندیمده یمغز استخوان د يهاسلول

مال یمزانش يادیبن يهاسلولژ، درصد و انجام پاسا 70به تراکم 
ت در بروبلاسیه فیشب شکلیدوک يهاسلول يبا مورفولوژ یهمگون

  .گرددیمت یپاساژ سوم رؤ
  
  
 
 
 
 

 
مختلف و  يهاغلظتدر  Poly: ICبا  muBMSCs هاسلولمار یت

  ون:یمختلف انکوباس يهازماندر 
مشاهده نمود،  توانیم) 2و  1 ينمودارهاکه در ( طورهمان
 مدتیطولانون ی، در گروه غلظت کم و انکوباسPoly: ICاستفاده از 

(LH) يهاسلولس در یآپوپتوز درصد 45/54±64/4، توانست T  و
د و یجاد نمایا NO تریلیلیمنانومول بر  632/0±046/0زان یم

ز ی، ن(HL) مدتکوتاهون یاد و انکوباسین در گروه غلظت زیهمچن
زان یس و میآپوپتوز درصد T 16/1±02/48 يهاولسلتوانست در 

 يهاسلولد که یجاد نمایا NO تریلیلیمنانومول بر  020/0±620/0
muBMSCs ک کرده و باعث القاء یتحر هاگروهه یشتر از بقیرا ب

گردد.  NOد یو تول شدهفعال T يهاسلولدر  يشتریس بیآپوپتوز
 درصد 06/2±7/.24 (C)با گروه کنترل  داریمعنتفاوت  ي(دارا

                                                             
1 Achridin Orange 

). P<0.05 تریلیلیمنانومول بر  NO 023/0±363/0س و یآپوپتوز
را  يداریمعنن دو گروه تفاوت یمشاهده کرد ا توانیمکه  طورهمان

و  (LL) مدتکوتاهون یغلظت کم و انکوباس یعنیگر، یبا دو گروه د
س در یدر القاء آپوپتوز (HL) مدتیطولانون یاد و انکوباسیغلظت ز

نشان  muBMSCs يهاسلولدر  NOد یو تول T يهاسلول
در  ياز لحاظ آمار يداریمعنن دو گروه تفاوت ین ایب ی. ولدهندیم

 ي. در راستاگرددینممشاهده  muBMSCs يهاسلولک یتحر
 (LL) مدتکوتاهون یهم، غلظت کم و انکوباس NOد یتول

 يداریمعنز توانسته اختلاف ین تریلیلیمنانومول بر  004/0±396/0
 زانیدر م تریلیلیمنانومول بر 023/0±363/0 (C)را با گروه کنترل 

  ).P<0.05د (یجاد نمایا NOد یتول

2 Propidium Iodide 

  
 )a( روز اول کشت      )b( روز هفتم کشت       )c( پس از پاساژ ):1شکل ( 
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ون بر یمختلف انکوباس يهامختلف و در زمان يهادر غلظت Poly: ICمار شده با یت muBMSCs يهاسلول ییسه توانایمقا ):۱نمودار (
  .شدهفعال T يهاسلولدر  Apoptosisالقاء 

  مشخص شده با گروه کنترل است). يهاگروهن ی) بP<0.05دار در سطح (ی(* نشان دهنده اختلاف معن
LL 1مدت (ون کوتاهیغلظت کم و انکوباس  ،(ساعتLH یون طولانیغلظت کم و انکوباس) ساعت)، 12مدت  
HH 12مدت (یون طولانیانکوباساد و یغلظت ز ،(ساعت HL ون کوتاهیاد و انکوباسیغلظت ز) ساعت)، 1مدت  

C کنترل  
  

  ساعت. 12ون یو مدت انکوباس Poly: ICدر حضور غلظت کم  T يهاسلول یجهت بررس يتومتریستوگرام فلوسایه يالگو ):۲شکل (
SSC ته سلول) و ی(گرانولFSC (اندازه سلول) 

  
ساعت  12ون یو مدت انکوباس تریلیلیمکروگرم بر یم 1س در غلظت کم یزان آپوپتوزین میبالاتر Poly: ICنشان داد که در مورد اثرات  هاافتهی

  ).2به دست آمد (شکل 
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  .NOد یدر تول muBMSCs يهاسلول ییون بر توانایمختلف انکوباس يهادر زمان Poly: ICمختلف  يهاسه اثر غلظتی: مقا)۲نمودار (
  مشخصّ شده با گروه کنترل است). يهان گروهی) بP<0.05دار در سطح (ی(* نشان دهنده اختلاف معن

  
  :ونیمختلف انکوباس يهازمانمختلف و در  يهاغلظتدر  LPSبا  muBMSCs هاسلولمار یت

 64/4±95/34 (LL) مدتکوتاهون یکم و انکوباس، غلظت يهاگروهدر  LPSاز آن بود که استفاده از  یحاصل از مطالعه حاضر حاک يهاداده
، درصد 79/2±62/56 (HL) مدتکوتاهون یاد و انکوباسیو غلظت ز درصد 38/3±77/43 (LH) مدتیطولانون ی، غلظت کم و انکوباسدرصد

). البته لازم P<0.05د (یگرد شدهفعال T يهاسلولاز  يشتریس در درصد بیباعث القاء آپوپتوز درصد 60/2±07/24 (C)نسبت به گروه کنترل 
  ). 3(نمودار  باشدیم درصد 79/2±62/56 (HL) مدتکوتاهون یاد و انکوباسین اختلاف مربوط به گروه غلظت زیشتریبه ذکر است که ب

  

ون بر القاء یمختلف انکوباس يهامختلف و در زمان يهادر غلظت LPSمار شده با یت muBMSCs يهاسلول ییسه توانای: مقا)۳نمودار (
Apoptosis يهادر سلول T .ال شدهفع  

  مشخصّ شده با گروه کنترل است). يهان گروهی) بP<0.05دار در سطح (ی(* نشان دهنده اختلاف معن
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  ساعت. 1ون یو مدت انکوباس LPS يدر حضور غلظت بالا T يهاسلولآپوپتوز القاء شده در  یحاصل از بررس يانمودار نقطه ):۴نمودار (
Q1ه، ی: آپوپتوز اولQ2يری: آپوپتوز تأخ ،Q3 ،سلول زنده :Q4ک.ی: سلول نکروت  

  
نانوگرم  20س در غلظت بالا، ین آپوپتوزیبالاتر LPSدر مورد 

 کهيورطبهک ساعت به دست آمد، یون یو مدت انکوباس تریلیلیمبر 
) P<0.05داشتند ( يداریمعن ينسبت به گروه کنترل اختلاف آمار

  ). 4و  3(نمودار 
ون ی، گروه غلظت کم و انکوباسNOد یزان تولیدر رابطه با م

ن یشتریب تریلیلیمنانومول بر  038/0±719/0، (LH) مدتیطولان
 تریلیلیمنانومول بر  023/0±363/0 (C)اختلاف را با گروه کنترل 

هم  هاگروهر یان ذکر است که سای). البته شاP<0.05رد (جاد کیا
 (C)با گروه کنترل  داریمعنک اختلاف یجاد یباعث ا

). P<0.05دند (یگرد تریلیلیمنانومول بر  023/0±363/0
 (LL) مدتکوتاهون یغلظت کم و انکوباس يهاگروهدر  کهيطوربه
اد یو غلظت ز تریلیلیمنانومول بر  NO 012/0±408/0د یزان تولیم

 NO 026/0±707/0د یزان تولیم (HL) مدتکوتاهون یو انکوباس

قابل مشاهده  داریمعنن اختلاف یبود که ا تریلیلیمنانومول بر 
  ).5) (نمودار P<0.05( باشدیم
نه یکم یبیبا غلظت ترک muBMSCs يهاسلولمار یت

LPS+Poly: IC (LP)  ونیمختلف انکوباس يهازماندر:   
ن یمشاهده کرد استفاده از ا توانیم) 6که در (نمودار  طورهمان

 LPS 10 ng/ml+Poly: IC) يهاغلظتبا  (LP)نه یب کمیترک

1µg/ml) در  سیک ساعت باعث القاء آپوپتوزیون یدر زمان انکوباس
ده است یگرد شدهفعال T يهاسلولاز  يشتریدرصد ب

 (C)ن اختلاف با گروه کنترل یکه ا درصد 81/5±75/40
). البته P<0.05( باشدیم داریمعنبه صورت  درصد 07/2±08/24

س در یساعت هم باعث القاء آپوپتوز 12ون یدر زمان انکوباس
ن اختلاف یکه ا درصد 17/35±88/4د یگرد شدهفعال T يهاسلول

 داریمعنورت به ص درصد 07/2±08/24 (C)هم با گروه کنترل 
 ).P<0.05است (

  .NOد یدر تول muBMSCs يهاسلول ییون بر توانایمختلف انکوباس يهادر زمان LPSمختلف  يهاسه اثر غلظتیمقا ):۵نمودار (
  مشخصّ شده با گروه کنترل است). يهان گروهی) بP<0.05دار در سطح (ی(* نشان دهنده اختلاف معن
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ون یگفت که زمان انکوباس توانیم NOد یزان تولیاز لحاظ م
، نسبت به زمان تریلیلیمنانومول بر  410/0±006/0ساعت  12

، باعث تریلیلیمنانومول بر  402/0±003/0ک ساعت یون یانکوباس
 230/0±363/0 (C)سه با گروه کنترل یدر مقا يشتریب NOد یتول

 داریعنمن اختلاف به صورت یده است که ایگرد تریلیلیمنانومول بر 

ن وی). البته لازم به ذکر است که هر دو زمان انکوباسP<0.05است (
 (C)نسبت به گروه کنترل  يشتریب NOد یباعث تول

است  داریمعنن اختلاف یده است که ایگرد 023/0±363/0
)P<0.057 ) (نمودار .(  

  

مختلف  يهاو در زمان LPS+Poly: IC (LP)نه یکم یبیمار شده با غلظت ترکیت muBMCs يهاسلول ییسه توانایمقا ):۶نمودار (
  فعال شده. T يهادر سلول Apoptosisون بر القاء یانکوباس

 مشخصّ شده با گروه کنترل است). يهان گروهی) بP<0.05دار در سطح (یاختلاف معن(* نشان دهنده 
  

 muBMSCs يهاسلول ییون بر توانایمختلف انکوباس يهاو در زمان LPS+Poly: IC (LP)نه یکم یبیسه اثر غلظت ترکیمقا ):۷نمودار (
  .NOد یدر تول

  مشخص شده با گروه کنترل است). يهاگروهن ی) بP<0.05دار در سطح (ی(* نشان دهنده اختلاف معن
  

  يریگ جهیبحث و نت
د هستن یناهمگون سلول تیمال جمعیمزانش يادیبن يهاسلول

به سطوح  یبا چسبندگ بروبلاست،یه فیشب ییهایکلنکه به صورت 

 یژگی). و17( ابندییمر یتکث یشـــگاهیط آزمایدر مح یکیپلاســـت
ر در یو تکث يامکان جداساز یسـهولت نسب  هاسـلول ن یشـاخص ا 

ل سرکوب ی) که در کنار پتانس18، 2( باشدیم یشگاهیط آزمایشرا



 و همکارانرامين محمدی موالو   ... بر ،)TLR هايآگونيست( عنوانبه اسيدريبوسيتديليکپلي و ساکاريدليپوپلي تأثير
 

860  

بالقوه در برنامه  يرا به ابزار هاســـلولن یکارآمد، ا يزیو تما یمنیا
ــت که طل یمن تبـد یخودا يهـا يمـار یب یدرمـان  آن  ینموده اسـ
 یبافت يهابیآســ یمســبب اصــل گرخودواکنش یالتهاب يهاپاســخ
 يهالیپتانست یکه تقو رسدیمبه نظر  رونیا). از 14( شوندیمواقع 
ــرکوب ایل یتعد ــلولن یا یمنیا سـ  يهارندهیگبا مداخله در  هاسـ

 یشگاهیط آزمایدر شرا هاسـلول ن یان شـده در سـطح ا  یزودرس ب
 در درمان هاسلولن یا يرا برا ياشـده ت یتقو یبتواند کاربرد درمان

ها TLR). 1-3به همراه داشته باشد ( یمن التهابیخودا يهايماریب
 يادیبن يهاســلولان شــده در ســطح یب یمنیا يهارندهیگاز  یکی

ول سل ياز عملکردها یعیف وسیط تواندیمکه  باشدیممال یمزانش
 2008و همکاران در سال  Tomchuchقرار دهند.  الشـعاع تحترا 

ــان دادند که نه تنها   يهاســلولبر ســطح  یمختلف يهاTLRنش
ــ يادیبن ــوندیمان یمال بیمزانش هد ک و متعی، بلکه متعاقب تحرش

قادر به مهاجرت، تهاجم  هاسلولن یها، اTLR يهاستیآگونشدن 
). 16هســتند ( يالاتوریمونومدیا ير قویبا تکث يو ترشــح فاکتورها

ژه در ســـطح یو يهاTLRک یراً مشـــخص شـــده اســـت تحریاخ
ن یمنتج از ا یمنیا يهاپاسخ تواندیممال یمزانش يادیبن يهاسلول

ــلول ــمـت    هـا سـ ا ی (MSC1) یالتهابشیپ يهاپیفنوترا بـه سـ
ــدالتهـاب  ــاس فنوتیکند. بر ا یدهجهت (MSC2) یضـ پ ین اسـ

بوده  یبافت يهابیآسک نوع پاسخ زودرس سلول به ی یالتهابشیپ
ــبرنـده مقطع یو پ ــته یروند التهاب به وقوع پ يا گـذرا ی ـ یشـ وسـ
در  هاتیمونوسمشابه  ینقش یپ ضدالتهابی. در مقابل فنوتباشندیم

). 26، 3، 1دارند ( یبافت يهابیآســم جراحات و یام و ترمیروند الت
ــدالتهـاب ی ـفنوت يهـا يتوانمنـد از  یکی  NOد یش تولیافزا یپ ضـ
ــاکیترین( ــیر تریذخا دیاکس ــرورید آمیپتوفان (اس ر یث)، تکينه ض

(در انسان)  1IDOا ی) 25) (در موش) (کندیمه یرا تجز T يسلوها
 شــدهفعال T يهاسـلول س در یالقاء آپوپتوز ییت توانای) و تقو21(
و  میعملکردترم ی). هر چنــد مطــالعــات قبل24، 1( بــاشــــدیم

 یمال در حال استراحت را طیمزانش يادیبن يهاسلول یضـدالتهاب 
که  رســد یم). به نظر 18( انددادهد قرار ییمطالعات متعدد مورد تأ

 پیبه ســمت فنوت هاسـلول ن یا يریگجهتدر صـورت   یین توانایا
ه را ب ياشــدهت یتقو یمنیا کنندهســرکوب يهاپاســخ یضــدالتهاب

 يهاTLRان یکه از م دهندیمدنبال داشـته باشـد. مطالعات نشان   
ــیمختلف ب ــده به وسـ ــلولله یان شـ ــ يادیبن يهاسـ مال، یمزانشـ

TLRــتریب 4، 3، 2 يها ــخ ا يریگجهتر را بر ین تأثیشـ ن یپاسـ
  ).19، 6اد شده داشته باشند (ی يهاپیفنوتبه سمت  هاسلول

                                                             
1 Indoleamine 2,3-dioxygenase 
2 Chemokine (C-C motif) ligand 5  
3 Interleukin-1 

ــت ــان دادند که تحر Mourezن بار ینخسـ ک یو همکاران نشـ
ــلولدر  TLR4و  TLR3 يهارندهیگ ــ يهاس ــیمزانش  یمال موش

ــطهد یش تولیمنجر به افزا ، 2CCL5 ،8-IL یالتهابشیپ يهاواسـ
6-IL ،31-IL  ــودیم رامون یپ يامطــالعــه ین در طی. همچنشـ

د به دست آم یج مشابهینتا یمال انسانیمزانش ـ يادیبن يهاسـلول 
 نشــــان داد کــه علاوه بر نوع ي). مطــالعــات بعــد26، 21، 20(

TLRــتیآگونر، غلظـت  یدرگ بـه کار رفته و مدت زمان   TLR سـ
ول سل يریگجهتدر  تواندیمسـت مزبور  یبا آگون هاسـلول ک یتحر

اشد. مؤثر ب یو ضـدالتهاب  یالتهابشیپپ یاز دو فنوت یکیبه سـمت  
و  Bunell یج به دســت آمده از مطالعات قبلین بر خلاف نتایبنابرا

 2010ان در سال و همکار Waterman، 2010همکاران در سـال  
ال میمزانشــ يادیبن يهاســلولک یدند که تحریجه رســین نتیبه ا

ــان ــت یبا آگون یانس در  مدتکوتاهن و ییپا يهاغلظتدر  TLR3س
 هالولسک یو تحر یپ ضدالتهابیبه سمت فنوت هاسلول يریگجهت

ــت یبـا آگون  ن و کوتــاه مــدت در ییپــا يهــاغلظــتدر  TLR4سـ
. اشدبیممؤثر  یالتهابشیپپ یبه سـمت فنوت  هاسـلول  يریگجهت

ر یش بقاء و تکثیرا بر افزا TLR2رنده یگ يریدرگ یمطـالعـات قبل  
ــلول ــ يادیبن يهاس ــان یمزانش ن حال ی). با ا3، 1( انددادهمال نش

Pevsner-Fischer  ــال ــان  2007و همکاران در س که  انددادهنش
 يهالولس یضدالتهاب يهالیپتانسبر  يریتأث هارندهیگن یا يریدرگ

MSC  ) هر چنـد  19نـدارد .(Abarbanell  ــال و همکاران در سـ
 يهاســت یآگونبا  هاســلولن یک ایکه تحر انددادهنشــان  2010
TLR2 ــم طوربه  يهاییتواناش یمنجر به افزا تواندیم يریگچشـ

شــود که   یت قلبیوکاردیم يهابیآسـ ـدر  هاســلولن یا یمیترم
مال به ســمت یمزانشــ يهاســلولپاســخ  يریگجهت دهندهنشــان

  ). 22( باشدیم یپ ضدالتهابیفنوت
ج به دست یبا نتا یا همراهین تناقضـات  یحل ا يدر تلاش برا

 يهاسـلول مار ی، در مطالعه حاضـر اقدام به ت یآمده از مطالعات قبل
 يهابرنامهدر  TLR4و  TLR3 يهاستیآگونمال با یمزانش يادیبن

ک یت آپوپتوتیرات فعالیید. در ادامه تغیو غلظت متفاوت گرد یزمان
از  یشاخص عنوانبه شـده فعال T يهاسـلول در مواجه با  هاسـلول 

ا ی یالتهابشیپ يهاپیفنوتبه سمت  هاسـلول  يریگجهترات ییتغ
ــدالتهــاب ــاس در نتیمورد توجـه قرار گرفـت. بر ا   یضـ جــه ین اسـ

 به علت یپ ضــدالتهابیتبه ســمت فنو هاســلولپاســخ  يریگجهت
ــطح يهامولکولان یش بیافزا PDL 41-Gal ,-51 ,( یمیتنظ یس

l-Fas( یسم ياتورهای) و مدNO,IDO( يهاکننده) و مهار-TGF

4 Galectin-1 
5 Programmed Death Ligand-1 
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710, PGE2-, IL6β تعداد 23، 14، 13، 12، 2( رودیم) انتظار (
با  کشــتهمســتم یک شــده در ســیتحر T يهاســلولاز  يشـتر یب

  دچار آپوپتوز شوند. MSC يهاسلول
ــان  ینتا ــر نشـ ــل از مطالعه حاضـ ت یکه فعال دهدیمج حاصـ

در غلظت  Poly: ICمار شده با یگروه ت T يهاسلولک یپروآپوپتوت
ون یاد و انکوباسیدر غلظت ز LPSو  مدتیطولانون یکم و انکوباس

ــبت به گروه کنترل يداریمعنش یافزا مدتکوتـاه  ــان  را نسـ نشـ
ــح  TLR4 ،MSCک ی ـبـا تحر . در واقع دهـد یم هـا اقدام به ترشـ

کار که سازو رسـد یم. به نظر کنندیم یالتهابشیپ يهانیتوکایسـا 
 یظتب غلیجه مشـابهت با ش یدر نت تواندیم يادیر تا حد زین تأثیا

 یانیدر مراحل پا یب بافتیحاصـــل از آســـ يهامولکولباشـــد که 
 يریگشکلمنجر به  توانندیمب دارند و یط آس ـیز محیالتهاب در ر

ــخ  ــدالتهاب يهاپـاسـ گردند. به علاوه  یبافت میروندترمبا آغاز  یضـ
 متفاوت يهاغلظتمال به یمزانش يهاسلولاز تفاوت پاسخ  یبخش

ه باشــد ک یشــیا فرســایجه القاء تحمل یدر نت تواندیممارها ین تیا
 ن در عملکردییپا يهاغلظتبر خلاف  هاستیآگون يبالا يهاغلظت

ج به یدر توافق با نتا تواندیمج ین نتای. اکنندیماعمال  هاسلولن یا
 ياهبرنامهرات متفاوت یباشــد که تأث یدســت آمده از مطالعات قبل

ــازکی ـتحر ــلول بـا   يسـ غلظت و زمان مختلف  يهـا پروتوکـل سـ
مال نشــان یمزانشــ يادیبن يهاســلولرا در  TLR يهاســتیآگون

ــلولمار ینکه در تیبه ا ). نظر23، 14، 13، 12، 2(دهدیم  يهاسـ
ــ يادیبن و  LP) (Poly: ICنه (یکم یبیمال با غلظت ترکیمزانشـ

LPSيهاسلولدر  يترکمس یزان درصد آپوپتوزی) م T نسبت به ،
و  Poly: IC يهاستیآگونمال با یمزانش ـ يادیبن يهاسـلول مار یت

LPS  ز ین يداریمعناختلاف  يجاد کرد که دارایجداگانه، ا طوربـه

 LP) (Poly: ICنه (یکم یبیاســتفاده از غلظت ترک رونیابودند. از 
  . گرددینمه ی) توصLPSو 

 يهاسلول يرفته بر رویانجام پذ يمارهاینکه در تیبا توجه به ا
ــ يادی ـبن ــلولس در یمـال، رونـد القـاء آپوپتوز   یمزانشـ  T يهاسـ

ــتگ ــایتریرات غلظت نییرا با روند تغ يداریمعن یهمبس د یک اکس
ه ک شودیمن تصور ی، بنابرادهدیمنشان  هاسـلول ن یمترشـحه از ا 

ــلولن یدر ا ــل یمکان NOد یتول هاس ــم اص س در یالقاء آپوپتوز یس
ــلول ــد (  T يهـا سـ ــطحیش بی) هر چند افزا23، 2بـاشـ  یان سـ
ــتق طوربهره که یو غ TGF-β ،Gal-1 ،Fasl-1 يهامولکول م یمس

ــه آپوپتوزیدر پ ــبرد پروسـ ل ز محتمین کنندیمفاء یس نقش ایشـ
  ). 12-14( باشدیم

 يهاTLRک یجه گرفت که تحرین نتیچن توانیمت ی ـدر نهـا 
ــطح  ــلولس ــ يادیبن يهاس مال موش، که بتوانند ســلول یمزانش

 T يهاسلولگر و سرکوب یمال را به سمت سلول ضدالتهابیمزانش
ــتند یو خودا یالتهاب يهايماریبکـه عامل   گرخودواکنش من هسـ

ســت و مدت تماس آن با یبا غلظت مناســب آن آگون ســوق دهند،
  و ارتباط دارد. یبستگ یشگاهیط آزمایمال در شرایسلول مزانش

ــتر در یت بیجهت موفق ــلول درمان يهابرنامهش مربوط به  یس
  من به کار گرفت.یخودا يهايماریب

  
  یتشکر و قدردان

ه دانشگا یحوزه معاونت پژوهش یت مالیبا حما ین اثر پژوهشیا
  ده است.یه به انجام رسیاروم

د را از خو یسندگان مراتب کمال تشکر و قدردانیله نویوسنیبد
و  یدانشکده دامپزشک يمونولوژیشگاه ایهمکاران محترم آزما

  . دارندیمه اعلام یدانشگاه اروم يفناورستیزپژوهشکده 
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Abstract 
Background & Aims: Mesenchymal stem cells (MSCs) were introduced as multipotent non-
hematopoietic precursor adult cells. Pre or anti-inflammatory features of these cells appear on immune 
responses by activating specific tool like receptors (TLRs). The aim of this study was to evaluate the 
effect of Lipopolysaccharide and Polyribocytidylic Acid on different concentration and times of 
incubation on nitric oxide production and apoptosis induction in activated T-cells. 
Materials & Methods: Suspension cells were prepared through the femural and tibial bones by flushing 
method; and Mesenchymal cells were isolated by plastic adhesion technique. When the cultures reached 
% 70 confluence, cells treated with TLR agonists, Poly: IC (1 and 5 µg/ml), LPS (10 and 20 ng/ml) and 
the lowest combination concentrations (Poly: IC 1µg/ml and LPS 10ng/ml) (LP) at two different times, 
1 and 12hr. Nitric oxide of cell surface liquid were measured by Griess (year) method. Apoptosis 
percentage in T cells was assayed by flowcytometry in the presence of Achridin orange/propidium 
iodide (AO/PI). 
Results: The results showed that Poly: IC could induce the highest T cells apoptosis at low concentration 
(1 µg/ml) after 12hr incubation. But, LPS could cause T cells apoptosis at high concentration (20 ng/ml) 
after 1hr incubation (P<0.05). Also, an increase in T cells apoptosis could be related to nitric oxide 
production.  
Conclusion: These findings suggest that the concentration of agonist and treatment period of the stem 
cells could affect nitric oxide production and apoptotic activity in MSCs. 
Keywords: MSCs, agonist, TLR, apoptosis, Poly: IC, LPS, T cells. 
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